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® Neue pentacyclische Verbindungen und ihre Verwendung als Absorptions- Oder 
Fluoreszenzfarbstoffe. 

® Es werden pentacyclische Derivate der allgemeinen Formel la, lb und Ic 
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beschrieben, worin und R^^ gleich oder verschieden sind und bedeuten: Wasserstoff, AlkyI mit 1 bis 20 
Kohlenstoffatomen, Polyoxyhydrocarbyl, Phenyl. PhenylalkyI mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen in der Alkylkette, 
worin die AlkyI - oder/und Phenlyreste durch eine oder mehrere Hydroxy - , Halogen - , Sulfo - , Carboxy - oder 
Alkoxycarbonylgruppen, worin Alkoxy 1 bis 4 Koh lens toff atom e besitzen kann, substituiert sein konnen; 

eine durch mindestens ein Halogen substituierte Alkylgruppe mit 1 bis 7 Kohlenstoffatomen oder eine 
Carboxylalkytgruppe oder eine Phenylgruppe, die durch eine in o-Stellung zu dem an das pentacyclische 
Ringsystem gebundene Kohlenstoffatom befindliche Carboxy- oder Alkoxycarbonylgruppe und mindestens 1 
Halogen substituiert ist, und worin Alkoxy 1 bis 4 Kohlenstoffatome besitzen kann, oder eine 
Carboxymethylenoxy-alkyloxygruppe bedeutet; die Reste R'* und R^^ sowie die nicht mit spezifischen 
Symbolen bezeichneten Positionen der Ringe in den Formein beliebige, gegebenenfalls auch miteinander 
verbruckte Substituenten bedeuten; 

die beiden strichiiniert eingezeichneten Bindungen bedeuten, daG die beiden durch die strichlinierte Bindung 
verbundenen Kohlenstoffatome durch eine Einfach - oder Doppelbindung miteinander verbunden sein konnen; 
und X~ ein Gegenion ist; sowie deren zumindest an einem der Reste R^ R^ oder/und R^^ aktivierten Derivate. 

Die Verbindungen ftnden Verwendung als Absorptions- oder Fluoreszenzfarbstoff, insbesondere als Marker 
fur Hapten/Anttkorper/Protein - Konjugate, als Laserfarbstoffe und als Absorptionsmedium fur Sonnenkollektoren. 
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Die Erfindung betrifft neue pentacyclische Verbindungen mit einer Rhodamin - ahnlichen Struktur, sowie 
deren. Verwendung als Absorptions- und insbesondere Fluoreszenzfarbstoffe. 

Es sind zahlreiche Rhodarnin - Derivate bekannt, die als hydrophile Derivate mit entsprechenden 
reaktiven Gruppen als Marker (Label - Substanz) eingesetzt werden konnen. Nach Umsetzung von z.B. N- 
Hydroxysucclninnidestern von Tetramethylcarboxyrhodannin Oder Carboxyrhodannin 101 (RHODOS) mit 
aminogruppenhaltlgen Proteinen oder Haptenen erhalt man z.B. entsprechend markierte Verbindungen. die 
in diagnostischen Systemen eingesetzt werden konnen. 

Beispiele fur derartige Hapten - Fluoreszenz - Konjugate (HFK) sind in der EP- A- 285179 beschrieben; 
die dort beschriebenen Verbindungen besitzen jedoch Absorptionsmaxima bei Welleniangen < 600 nm. 

Es sind nur wenige Rhodamine mit Absorptionsmaxima > 600 nm bekannt, z.B. Rhodamin 700/800. Die 
Herstellung von Konjugaten dieser Verbindungen ist nicht beschrieben. 

Fur diagnostische Systeme ist es in der Regel zweckmaBig, preisgunstige Lichtquellen einsetzen zu 
konnen, wie z.B. Laserdioden (670/760 nm) oder billige Laser (He/Ne:633 nm); diese Lichtquellen konnen 
jedoch fur die bisher bekannten, und z.B. fur Hapten - Fluoreszenz - Konjugate eingesetzten Rhodamin - 
Verbindungen mit einen Absorptionsmaximum < 600 nm nicht verwendet werden. 

Fur diagnostische Anwendungen werden ebenfalls, je nach Analyt - Konzentrationen, Kombinationen 
aus Fluoreszenz- Latices mit Hapten - Fluoreszenz - Konjugaten eingesetzt. Auch solche Kombinationen 
sind fur die vorstehend genannten gunstigen Wellenlangenbereiche, bei denen preisgunstige Lichtquellen 
verwendet werden konnen, bisher nicht beschrieben. 

Aufgabenstellung der vorllegenden Erfindung ist deshalb die Bereitstellung von neuen pentacyclischen 
Verbindungen mit einer Rhodamin - artigen Struktur, deren Absorptionsmaxima in einem Wellenlangenbe - 
reich > 600 nm, vorzugsweise > 630 nm, liegen, und mit denen Hapten - Fluoreszenz - Konjugate oder/und 
Fluoreszenz - Latices hergestellt werden konnen, fur die auch der EInsatz preisgunstiger Lichtquellen, wie 
der vorstehend genannten Laserdioden oder billigen Laser, moglich ist. Diese Aufgabenstellung wird mit der 
vorllegenden Erfindung gelost. 

Gegenstand der Erfindung sind pentacyclische Derivate der allgemeinen Forme! la, lb und Ic 




worin R^ und R'^ gieich oder verschieden sind und bedeuten: Wasserstoff, AlkyI mit 1 bis 20, vorzugsweise 
1 bis 7 Kohlenstoffatomen, Polyoxyhydrocarbyl - Einheiten, Phenyl, PhenylalkyI mit 1 bis 3 Kohlenstoffato - 
men in der Alkylkette, worin die AlkyI - oder/und Phenylreste durch eine oder mehrere Hydroxy - , 

3 



0543333A1 _l_> 




EP 0 543 333 A1 



Halogen-, Sulfo-, Carboxy- und Alkoxycarbbnylgruppen, worin Alkoxy 1 bis 4 Kohlenstoffatome besitzen 
kann, substituiert sein konnen; eine durch mindestens ein Halogen substituierte Atkylgruppe nnit 1 bis 
20, vorzugsweise 1 bis 7 Kohlenstoffatomen, oder eine Phenylgruppe. die durch eine in o-Steliung zu dem 
an das pentacyclische Ringsystem gebundene Kohlenstoffatom befindliche Carboxy- oder Alkoxycarbo- 

5 nylgruppe und mindestens ein Halogen substituiert ist, und worin Alkoxy 1 bis 4 Kohlenstoffatome besitzen 
kann, oder eine Carboxyalkylgruppe oder eine Carboxymethylen - oxy - alkyloxygruppe bedeutet; die bei - 
den strichliniert eingezeichneten Bindungen der allgemeinen Formel (la) und (ita) bedeuten, daB die beiden 
damit verbundenen Kohlenstoffatome durch eine Einfach - oder Doppelbindung miteinander verbunden sein 
konnen, wobei Doppelbindungen bevorzugt sind, und X~ ein Gegenion ist; die Reste R^* und R'^ gleich 

70 Oder verschieden sind und beliebige Substituenten bedeuten; sowie deren zumindest an einem der Reste 
R\ R' oder/und R^^ aktivierten Derivate. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der erfindungsgemafien Verbindungen der Formel (la) und (lb) sind 
Gegenstand der Anspruche 2 bis 10. 

Unter dem Begriff "Polyoxyhydrocarbyl - Einheiten" im Sinne der vorliegenden Erfindung sind poly - 

15 mere oder oligomere organische Reste zu verstehen, die uber 0-Brucken miteinander verknupft sind. 
Insbesondere sind unter diesem Begriff Polyether, Polyole, Idsltche Carbohydrate und Derivate davon oder 
wasserlosliche Polymere zu verstehen. Besonders bevorzugt sind Polyethylenoxygruppen, deren GroGe so 
ist, daB der Gesamtverbindung 800 bis 1200, vorzugsweise etwa 1000 ist. Die obengenannten Polyethyle- 
noxygruppen in der Bedeutung von R^ oder/und R^^ bewirken eine Verbesserung der Ldslichkeit, vermin - 

20 dern die unspezifische Bindung der Verbindung an Proteine und verhindern eine Dimerisierung. 

Unter dem Begriff "Carboxyalkylgruppe" fur R^ ist insbesondere eine Carboxyalkylgruppe mit einer 
Alkylenkettenlange von 0-10 zu verstehen, wobei R^ in diesem Fall bei einer Alkylketteniange von 0 eine 
Carbonsauregruppe bedeutet. Bei einer Carboxymethylen -oxy - alkyloxygruppe bedeutet AlkyI vorzugs- 
weise 1 bis 10 Kohlenstoffatome, besonders bevorzugt 1 bis 4 Kohlenstoffatome. 

25 Bevorzugt sind auch Verbindungen, welche dadurch gekennzeichnet sind, daB eine oder beide der 

strichlinierten Bindungen der Formein la oder/und lb Doppelbindungen sind. 

Diese Einfuhrung von einer oder zwei Doppelbindungen in den strichlinierten Positionen der Formel (la) 
fuhrt uberraschenderweise zu einer besonders langwelligen Verschiebung. 

An, in den Formein mit R^* und R^^ sowie an nicht mit spezifischen Symbolen bezeichneten Positionen 

30 der Ringe konnen sich beliebige, gegebenenfalls auch miteinander verbruckte Substituenten befinden, 
vorzugsweise Wasserstoff oder gegebenenfalls substituiertes AlkyI mit 1 - 20, insbesondere 1 bis 7 
Kohlenstoffatomen. 

Bei Verbindungen der Formel (la) ist es bevorzugt, wenn die Substituenten R^ bzw. R^3 nicht mit 
Substituenten an den Positionen R^^ bzw. R^* verbruckt sind. Dies hat insbesondere wenn R^ ein 
35 halogensubstituierter Alkylrest ist, eine uberraschende Erhohung der Quantenausbeute zur Folge. 

Eine Alkylgruppe mit 1 bis 7 Kohlenstoffatomen kann verzweigtkettig oder geradkettig sein; sie besitzt 
vorzugsweise 1 bis 4 Kohlenstoffatome, und ist insbesondere z.B. Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, 
iso - Butyl Oder tert. - Butyt. 

Eine Alkoxygruppe in einer Alkoxycarbonylgruppe von R' besitzt vorzugsweise 1 oder 2 Kohlenstoff- 
40 atome. 

Wenn die Alkylgruppe fur die Bedeutung R^ steht, besitzt sie insbesondere 1 bis 3 Kohlenstoffatome, 
und fur die ubrigen Reste auBer R^ und R^^ vorzugsweise 1 oder 2 Kohlenstoffatome. 

Eine Phenylalkylgruppe mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen ist insbesondere eine Phenethyl - oder Benzyl - 
gruppe. 

45 In den erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel (la) und (lb) liegt vorzugsweise zumindest einer 

der Reste R\ R^ oder/und R^^, und insbesondere der Rest R^, in Form eines aktivierten Derivates vor. Ein 
solches aktiviertes Derivat leitet sich insbesondere von einer Carbonsaure- oder Sulfonsauregruppierung 
ab, und ist z.B. ein Saureester, ein Saurehalogenid, vorzugsweise Bromid, und insbesondere Chlorid, oder 
ein N - Hydroxy - Succinimidester. 

50 R^ oder/und R^^ sind vorzugsweise z.B. Wasserstoff. AlkyI mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen, das 

gegebenenfalls durch Hydroxy, Halogen, Carboxy, Alkoxycarbonyl oder Sulfo substituiert ist, oder 
Polyoxyhydrocarbyl - Einheiten, vorzugsweise Polyether, Polyole, losliche Carbohydrate und Derivate davon 
(z.B. durch Amino- oder Saurefunktionen substituierte Carbohydrate), oder wasserlosliche Polymere oder 
Benzyl. R^ kann vorzugsweise eine perhalogenierte Alkylgruppe mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen oder ein o - 

55 Carboxy -Oder o - Alkoxycarbonyltetrahalophenylgruppe sein, worin Alkoxy die vorstehend angegebene 
Bedeutung besitzt; in einer perhatogenierten Alkyt - oder tetrahalogenierten o - Carboxy - oder o - 
Alkoxycarbonyl -phenylgruppe bedeutet Halogen lod, Brom, insbesondere Chlor und in erster Linie Fluor. 
Eine perfluorierte Alkylgruppe ist z.B. Trifiuormethyl oder Heptafluorpropyl. Bei einer ebenfalls bevorzugten 
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Carboxyphenylgruppe in der Bedeutung von befindet sich die Carboxygruppe in o-Stellung zu denn an 
■ das pentacyclische Ringsystem gebundenen Kohlenstoffatonn. Die Einfuhrung von nnindestens einem Oder 
mehreren Halogenatonnen fuhrt dabei uberraschenderweise zu einer langwelligen Verschiebung gegenuber 
bekannten nicht - halogensubstituierten Verbindungen (EP-A- 0 285 179). 

5 Als Gegenion laBt sich jedes zur Ladungsneutralisierung geeignete und mit dem kationischen Grund - 

geriist kompatible Anion verwenden; bevorzugt wird Perciilorat eingesetzt, Oder aber das Gegenion von 
einer Carboxy - oder Sulfo-Gruppe einer der Reste abgeleitet. Durch Wahl eines geeigneten Gegenions 
laGt sich zusatzlich zur Auswahl und Konnbination der Reste der je nach dem beabsichtigten Anwendungs- • 
zweck gewunschte Grad der Lipophile optimieren. Neben einenn Einbau langerer lipophiler Reste, z.B. des 

70 Heptafluorpropylrestes anstelle des Trifiuornnethylrestes in der Bedeutung von R^, oder/und von langeren 
und verzv^eigten Alkylresten, oder/und von Arylresten, insbesondere in der Bedeutung der Reste R^ und 
W^, laRt sich z.B. eine welters Steigerung der Lipophilie durch einen gezielten Anionenaustausch ermogli - 
Chen, z.B. durch den Ersatz von Perchlorat durch Heptafluorbutyrat. 

Beispiele fur besonders bevorzugte Substituenten in der Bedeutung von R^ und R^^ sind: Wasserstoff, 

75 Methyl, Ethyl, 3 - Sulfopropyt, 4 - Sulfobutyl, 3 - Carboxypropyl, 4 - Carboxybutyl. 3 - Methoxycarbonylpro - 
pyl, 3 - Ethoxycarbonylpropyl, Methoxy - ethoxy - ethyl, Hydroxy - ethoxy - ethyl, Benzyl. Zur Verwendung 
als hydrophile Marker kann es zwecknnaBig sein, unsymmetrisch substituierte Produkte einzusetzen, in 
denen die Reste R^ und R^^ verschieden sind, und z.B. eine 3 - Carboxypropyl oder 4 - Garboxybutylgrup - 
pe (R^ ) und eine 3 - Sulfo - Propyl - oder 4 - Sulfo - Butyl - Gruppe {R^^j bedeuten. 

20 Bevorzugte Beispiele fur den Rest R^ sind: Trifluornnethyl, Pentafluorethyl, Heptafluorpropyl, 3,4,5,6 - 

Halo -2 -carboxy- oder - ethoxycarbonyl - phenyl (Halo = Brom, lod und insbesondere Chlor oder 
Fluor), Oder Carboxyethyl. 

Besonders bevorzugte erfindungsgemaRe Verbindungen der Formel (la), (tb) Oder (Ic) sind die nachfol - .^^ 
gend angegebenen Verbindungen (1) bis (24); fur die Absorptionsmaxinna (Xa), die Fluoreszenzmaxima (Xp) 
25 und die Fluoreszenzquantenausbeuten (Q) angegeben. Die Angaben beziehen sich, wenn nicht anders 
angegeben, auf leicht angesauertes Ethanol als Losungsnnittel bei 20° C. 
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30 

Fur die erfindungsgemafien Verbindungen (la) und (lb), in denen halogeniertes o-Carboxy Oder 
Alkoxycarbonyl -phenyl bedeutet, kann fur die Herstellung der erfindungsgemaBen neuen Verbindungen 
auf die fur die Synthese von Rhodanninen ubiiche Art und Weise durch Kondensation von 2 Mol eines 
entsprechenden 3 - Aminophenolderivats {z.B. von N - Ethyl - 7 - hydroxy -2,2,4 - trimethyi - 1 ,2,3,4 -te - 
35 trahydrochinolin) mit 1 Mol eines entsprechenden Anhydrids (z.B. Phthalsaureanhydridderivat erfolgen (vgl. 
z.B. Ronnpps' Chemie Lexikon, 8. Auflage, Seite 3580). Die Ausgangsverbindungen sind bekannt Oder 
lassen sich auf an sich bekannte Weise erhatten. 

ErfindungsgemaBe Verbindungen, in denen R^ eine durch Halogen substituierte Alkylgruppe, wie z.B. 
CF3, darstellt, lassen sich z.B. nach dem fur Rhodamin 700 angegebenen Verfahren (vgl. N.F. Haley, J. 
40 Heterocyclic Chemistry, 14, 683 (1977) herstellen. 

Uberraschenderweise~~gelingt die Synthese der erfindungsgemaBen Verbindungen, in denen R^ ein 
HalogenalkyI bedeutet, in guten Ausbeuten durch Umsetzung der entsprechenden Aminophenyl - alkylether 
mit den jeweiligen Halogensaureanhydriden gemaB dem nachfolgenden allgemeinen Reaktionsschema: 



50 




55 Danach wird der entsprechende Aminophenyl - alkylether bei Raumtemperatur unter Inertbedingungen, z.B. 
unter Stickstoffatmosphare, mit dem Halogensaureanhydrid inkubiert und anschliel3end bei erhohter Tern - 
peratur (vorzugsweise ca. 100'C) mit konzentrierter Saure (vorzugsweise mit ca. 70 % -ige Schwefelsaure) 
nachbehandelt. 

1 1 
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Die Verbindungen der Formel (Ic) lassen sich erhalten durch Umsetzung der entsprechenden Diphenole 
mit den jeweiligen Anhydriden. Das aus dem Stand der Technik bekannte Rhodamin 700 (vgl. T.F. 
Johnston. R.H. Brady, W. Proffitt. Appl. Optics. 21(13), 2307 (1982)), besitzt ein Absorptionsnnaximum von 
643 nm bei einer Quantenausbeute von ca. 20 %; diese Verbindung unterscheidet sich von den erfin - 

5 dungsgemaBen Verbindungen dadurch, daB die Reste R^^ und R'*, sowie R^ und R^^ in Formel (la) 
uberbruckt sind. Bei den neuen erfindungsgennaRen Verbindungen der Fornnel (la), bei denen diese 
Oberbruckung fehlt. wird zwar die Wellenlange nicht in den langwelligeren Bereich verschoben, es steigt 
aber Oberraschenderweise die Quantenausbeute auf Werte zwischen 50 % (vgl. z.B. die Verbindung 18) 
und 70 % (vgl. Verbindung 6) an. Durch die Einfuhrung einer oder zwet Doppelbindungen erfolgt eine 

w Verschiebung in den langwelligen Bereich; dabei wird die Quantenausbeute Oberraschenderweise nicht 
wesentlich verringert, wie dies ubiicherwelse durch VergroBerung des II - Systems zu erwarten ist. 

Mit den erfindungsgemafien Verbindungen werden neue Verbindungen bereitgestellt, die sich aufgrund 
ihrer spektroskopischen Eigenschaften (Absorptionsmaxima im Bereich von 600 nm und daruber und ein 
Fluoreszenz zwischen 600 und 700 nm; gute Quantenausbeute) sehr gut fur Absorptionsfarbstoffe und 

75 insbesondere Fluoreszenzfarbstoffe fur die Anwendung in Hapten/- und Antikorper/Protein - Konjugaten 
und zur Anfarbung von Latices (Fluoreszenz - Latices) eignen. Aufgrund ihrer Eigenschaften eignen sich die 
erfindungsgemaBen Verbindungen zum Einsatz als Laserfarbstoffe aber auch sehr gut als Absorptionsme - 
dium fur Sonnenkollektoren. 

Der Substituent R^ weist Eiektronen - anziehende Substituenten auf, wie z.B. halogenierte 

20 Carboxypheny! - Reste und perfluorierte Alkylreste, mit denen Oberraschenderweise Farbstoffe mit Ab - 
sorptionsweilenlangen im Bereich von 600 nm oder zum Teil wesentlich daruber erhalten werden konnen; 
die zusatzliche Einfuhrung von Doppelbindungen zeigt den gleichen EinfluB und kann ihn noch verstarken. 

Durch die Halogenierung des Carboxyphenyl - Restes R^ erfolgt z.B. sowohl eine langwellige Ver- 
schiebung um ca. 30 nm {von 558 nm bis mindestens 591 nm), sowie eine Erhohung der Quantenausbeute 

25 um ca. 10 %; die Einfuhrung einer oder zwei Doppelbindungen fuhrt dann zu einer weiteren Verschiebung 
in den langerwelligen Bereich. 

Durch entsprechende Derivatisierungen konnen die erfindungsgemaBen Verbindungen auBerdem in 
aktivierter, kupplungsfahiger Form erhalten werden. 

ErfindungsgemaB ist es somit moglich, durch Wahl und Kombination geeigneter Substituenten im 

30 Rahmen des erfindungsgemaBen Umfangs Absorptionsfarbstoffe und Fluoreszenzfarbstoffe bereitzustellen, 
in denen je nach Anwendungszweck die hydrophilen oder lipophilen Eigenschaften uberwiegen, und die in 
breiten Wellenlangenbereichen oberhalb 600 nm einsetzbar sind. Daruberhinaus zeigen die neuen erfin - 
dungsgemaBen Verbindungen auch eine stark verbesserte Quantenausbeute, was eine deutliche Empfind - 
lichkeitssteigerung mit sich bringt. 

35 Fur die Anwendung in Hapten/Antikorper/Protein - Konjugaten ist es vorteilhaft. wenn die Farbstoffe gut 

wasserloslich sind. Fur diesen Verwendungszweck werden deshalb vorzugsweise Verbindungen der allge- 
meinen Formel (la) oder (lb) eingesetzt, in denen R' und R^^ moglichst hydrophil sind. Vorzugsweise sind 
diese Verbindungen unsymmetrisch substituierte Produkte, die z.B. sowohl Carboxyl - als auch Sulfon - 
sauregruppen enthalten, und in denen die Reste R^ und R^^ verschieden sind. Die Kupplung an das 

40 Konjugat erfolgt vorzugsweise uber die Reste R', R^ oder/und R^^ ^nd insbesondere uber eine N- 
Hydroxysuccinimidgruppierung. 

Konjugate der Fluoreszenzfarbstoffe mit Haptenen, wie z.B. Theophylin, Digoxin, T3, T4, oder Proteinen, 
wie z.B. Antikorper, eignen sich z.B. zum Einsatz in diagnostischen Systemen, insbesondere fur 
Fluoreszenz - Immunoassays. 

45 Eine weitere Anwendungsform fur die neuen Verbindungen ist ihre Verwendung zur Anfarbung von 

Latices. Die Latices werden vorzugsweise dadurch gefarbt, daB geeignete Farbstoffe in diese Partikel 
adsorptiv integriert werden, wozu es erforderlich ist, daB die als Farbstoffe fungierenden Verbindungen 
geniigend lipophil sind. Eine ausreichende Lipophilie wird dabei insbesondere durch die Auswahl eines 
geeigneten Substituenten R'' erreicht, der moglichst lipophil sein soil. So kann z.B. der lipophile Charakter 

50 der Verbindungen der Formel (la) oder (lb) durch Einbau langerer lipophiler Reste in der Bedeutung R^ 
verstarkt werden, z.B. durch Ersatz von Trifluormethyl durch den langeren Heptafluorpropylrest, oder durch 
Verwendung von langeren und verzweigten Aikylresten, sowie von Arylsubstituenten. Insbesondere eignen 
sich auch gut Verbindungen der Formel (la) und (lb) mit Rhodaminstruktur, die als Rest R^ einen 3,4,5,6- 
Tetrahalo - 2 - carboxypheny! Substituenten enthalten, wobei Halo vorzugsweise Chlor ist. Entsprechend 

55 gefarbte Latexpartikel konnen mit ubiichen Methoden mit Proteinen beladen werden und in diagnostischen 
Systemen eingesetzt werden. 

Typische Beispiele fur wasserlosliche erfindungsgemaBe Farbstoffe fur den Einsatz in 
Hapten/Antikorper/Protein - Konjugaten sind z.B. die vorstehend genannten Verbindungen (7), (9), und 
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insbesondere (11). Beispiele fur erfindungsgemafie Verbindungen, die sich sehr gut zum Einbau in Latices 
• eignen. sind z.B. die vorstehend genannten Verbindungen (1), (3), (4). (5), (12) und (18). 

Durch eine geeignete Auswahl und Kombinationen der Substituenten laBt sich auch eine Optimierung 
und Feinabstlmnnung der Anregungswellenlange an die zur Verwendung vorgesehenen Lichtquellen vor- 
5 nehmen. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung der erfindungsgemaBen Verbindungen als 
Absorptions- oder fluoreszenzfarbstoff, als Anregungs- und Emissionsmediunn in einem Farbstofflaser, 
und insbesondere ihre Verwendung in diagnosttschen Systemen; und ihre Verwendung fur 
Hapten/Antikorper/Protein - Konjugate, insbesondere in diagnostischen Systemen. 
10 Fur die Verwendung als Marker fur Hapten/Antikorper/Protein - Konjugate, insbesondere in diagnosti - 
schen Systennen, wird vorzugsweise eine Verbindung der Formel (la) und/oder (lb) verwendet, in der die 
Reste und R^^ so ausgewahit sind, da(3 sie nnoglichst hydrophil sind; die Kupplung an das Konjugat 
erfolgt vorzugsweise iJber die Reste R\ R^ und/oder R^^ in erster Linie nnittels einer N - Hydroxysuc - 
cinimidgruppierung. 

75 ■ Eine weitere Verwendung der erfindungsgennaBen Verbindungen besteht in der Anfarbung von Latices, 
wobei vorzugsweise Verbindungen der Formel (la) und/oder (lb) verwendet werden, in denen der Rest R'' 
moglichst lipophil ist. Da sich solche Latices sehr gut zur Verwendung in der Diagnostik eignen, ist weiterer 
Gegenstand der Erfindung die Verwendung solcher Latices in der Diagnostik. 

Weiterer Gegenstand ist auch die Verwendung der erfindungsgemaBen Verbindungen als Absorptions - 
20 medium fur Sonnenkollektoren. 

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren gemaB Patentanspruch 18 zur 
Bestimmung einer ersten immunologisch bindefahigen Substanz, das dadurch gekennzeichnet ist, daB ein 
Konjugat einer erfindungsgemaBen Verbindung mit einer zweiten immunologisch bindefahigen Substanz, 
die gleich oder verschieden mit der ersten Substanz sein kann, verwendet wird und die durch eine 
25 immunologische Bindungsreaktion, welche fur die erste Substanz spezifisch ist, verursachte Absorption 
Oder Fluoreszenzanderung der erflndungsgema/3en Verbindung als MaB fur die Menge der in der Probe 
enthaltenen zu bestimmenden Substanz bestimmt. 

Die nachstehenden Beispiele sollen die Erfindung naher eriautern, ohne sie darauf zu beschranken. 



30 BEISPIELE 



Beispiel 1 



7 - Methoxy - 2.2.4 - trimethyl - 1 ,2,3,4 - tetrahydrochinolin 

35 

30 g (0,147 Mol) 7 -Methoxy -2,2, 4- trimethyl - 1,2 -dihydrochinolin (hergestellt nach A. Rosowsky 
und E.J. Modest, J. org. Chem. 30 (1965) 1832) werden in 100 ml Methanol geiost und mit 2,5 g Palladium 
an Aktivkohle (10 %) versetzt. Die"Substanz wird 12 Stunden bei Raumtemperatur und einem Druck von 70 
bar Wasserstoff hydriert. Nach Abiauf der Reaktion wird der Katalysator abfiltriert und das Ldsungsmittel am 
40 Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt kristallisiert in Form eines wachsartigen, hellgrunen Produktes 
aus. Ausbeute: 95 % 



Dunnschichtchromatographie: Kieselgel / Chloroform + 2 % Ethanol 


- NMR - Daten: in GDCI3 




5 = 1 ,2 ppm 


2 -CH3 


Singulett 


5 = 1 ,5 ppm 


-CH3 + -CH2- 


Multiplett 


6 = 2,8 ppm 




Multiplett 


6 = 3,6 ppm 


-NH- 


Singulett 


5 = 3,7 ppm 


-OCH3 


Singulett 


5 = 6,1 ppm 


-H 


Dublett 


5 = 6,3 ppm 


-H 


Quartett 


6 = 7,1 ppm 


C^ -H 


Dublett 


5 = 7,24 ppm 


CHCI3 
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Beispiel 2 

N - Ethyl - 7 - methoxy - 2.2.4 - trimethyl - 1 ,2 - dihydrochinolin 

5 10 g (0.049 Mol) 7- Methoxy -2,2.4 -trimethyl - 1,2 -dihydrochinolin (hergestellt nach A. Rosowsky 

und EJ. Modest. I.e.) warden in 100 ml trockenem Acetonitril gelost und mit 13.1 g (0,1 Mol) wasserfreiem 
Kaliumcarbonat und 9.3 g (0,06 Mol) Ethyljodid 18 Stunden am Ruckflufi gekocht. AnschlieBend wird die 
abgekuhlte Reaktionsmischung filtriert und das Lbsungsmtttel abdestilliert. Das Rohprodukt ist ein hellgrun 
gefarbtes Ol. Ausbeute: 80 %. 

w 



Dunnschichtchromatographie: Kieselgel / Methylenchlortd 




NMR - Daten: in CDCI3 




5 


= 1,3 ppm 


2 -CH3 + -CH3 (Ethyl -Gruppe) 


Multiplett 


5 


= 1 ,95 ppm 


Vinyl -CH3 


Singulett 


S 


= 3,7 ppm 


-OCH3 


Singutett 


5 


= 4,3 ppm 


-CH2- (Ethyl -Gruppe) 


Quartett 


6 


= 5,15 ppm 


Vinyl -H 


Singulett 


5 


= 6,2 ppm 


- H + - H 


Multiplett 


5 


= 6.95 ppm 


-H 


Dublett 


5 


= 7,24 ppm 


CHCI3 





25 Beispiel 3 

N - Ethyl - 7 - hydroxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 ,2 - dihydrochinolin 

20 g (0,086 Mol) des nach Beispiel 2 hergestellten N - Ethyl - 7 - methoxy - 2,2.4 - trimethyl - 1 ,2 - 
30 dihydrochinoltns werden mit 50 mi Eisessig und 50 ml Bromwasserstoffsaure (45 %) 6 Stunden zum Sieden 

erhitzt. Die abgekuhlte Reaktionsmischung wird mit 200 ml Wasser und 300 ml Chloroform versetzt. 

AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit 30 %-iger wassriger Natronlauge unter Kuhlung neutrali - 

siert. Die Phasen werden getrennt und die waBhge Phase noch zweimal mit je 100 ml Chloroform extrahiert. 

Die organischen Phasen werden vereinigt und uber Calciumchlorid getrocknet. Nach vollstandiger Entfer- 
35 nung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer bieibt ein hellgrunes 61 zuruck. Ausbeute: 85 %. 

Beispiel 4 

N - Ethyl - 7 - methoxy - 2.2,4 - trimethyl - 1 .2,3,4 - tetrahydrochinolin 

40 

Das nach Beispiel 1 erhaltene 7 - Methoxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 ,2,3,4 - tetrahydrochinolin wird analog 
der im Beispiel 2 angegebenen Alkylierungsmethode in das N- Ethyl - Derivat uberfuhrt. Ausbeute: 90 %. 

Beispiel 5 

45 

N - Ethyl - 7 - hydroxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 ,2,3.4 - tetrahydrochinolin 

Das nach Beispiel 4 erhaltene N - Ethyl - 7 - methoxy - 2,2.4 - trimethyl - 1 ,2,3,4 - tetrahydrochinolin 
wird wie im Beispiel 3 beschrieben in die 7 - Hydroxy - Verbindung uberfuhrt. 

50 

Beispiel 6 

Herstellung der Verbindung (3) 

55 4 g (0,018 mol) N - Ethyl - 7 - hydroxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 ,2 - dihydrochinolin. 4,3 g (0.015 mol) Te - 

trachlorphthalsaureanhydrid und 2,5 g (0,018 mol) Zinkchlorid werden grundlich miteinander vermischt und 
5 h im Olbad auf 170''C erhitzt. Die abgekuhlte Schmeize wird pulverisiert, mit 500 ml Ethano! ausgekocht 
und filtriert. Man versetzt das Filtrat zuerst mit 100 m! 60 %-iger Perchlorsaure und anschlieBend 
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tropfenweise mit 400 ml Wasser. Der ausgefallene Farbstoff wird abfiltriert und getrocknet. 
• Saulenchromatographie: 

Kieselgel / Chloroform + 4 % Ethanol Die vereinigten Farbstoffreaktionen werden zur Trockene eingeengt, 
in 200 ml Ethanol aufgenommen, filtriert und tropfenweise mit 50 ml 60 %-iger Perchlorsaure versetzt. 
5 AnschtieBend tropft man ca. 600 ml Wasser zu. Der abfiltrierte Farbstoff wird mit Ether gewaschen und 
getrocknet. 





NMR - Daten: in DMSO-ds 




5 


= 1 ,3 ppm 


-CH3 (Ethyl -Gruppe) 


Triplett 


5 


= 1 ,5 ppm 


-CH3 


Dublett 


5 


= 1 ,85 ppm 


Vinyl -CH3 


Singulett 


5 


= 2,5 ppm 


DMSO 




5 


= 3,75 ppm 


- CH2 - (Ethyl - Gruppe) 


Quartett 


5 


= 5,75 ppm 


Vinyl -H 


Singulett 


5 


= 6,7 ppm 


Aromaten - H 


Singulett 


5 


= 6,9 ppm 


Aromaten - H 


Singulett 



Beispiel 7 

Herstellung der Verbindung (4) 

4 g (0,018 Mol) des nach Beispiel 5 erhaltenen N - Ethyl - 7 - hydroxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 ,2,3,4 - 
tetrahydrochinolins. 4,3 g (0,015 Mol) Tetrachlorphthalsaureanhydrid und 2,5 g (0,018 Mol) Zinkchlorid 
werden grundlich miteinander vermischt und 5 Stunden im Olbad auf 170'C erhitzt. Die abgekUhlte 
Schmeize wird pulverisiert, mit 500 ml Ethanol ausgekocht und filtriert. Man versetzt das Filtrat zuerst.mit 
100 ml 60 %-iger Perchlorsaure, und anschlieBend tropfenweise mit 400 ml Wasser. Der ausgefallene 
Farbstoff wird abfiltriert und saulenchromatographisch gereinigt (Alox N/Ethanol). 

Beispiel 8 

Herstellung der Verbindung (6) 

1 g (5,2 mmol) N - Ethyl - 7 - methoxy - 1 ,2,3,4 - tetrahydrochinolin werden in 15 ml trockenem Methy- 
lenchlorid gelost und im Eisbad unter Stickstoffschutz mit 0,5 ml Trifluoressigsaure und 3,2 g (15 mmol) 
Trifluoressigsaureanhydrid versetzt. Die Reaktionsmischung wird anschlieGend 72 h bei Raumtemperatur 
unter LuftausschluB verruhrt. Danach destilliert man das Methylenchlorid und uberschussiges Trifluoresslg - 
saureanhydrid ab. Der olige Ruckstand wird mit 20 ml 70 %-iger Schwefelsaure versetzt und 30 min im 
Olbad auf 130'C erhitzt. Man versetzt die abgekuhlte rote Losung unter Kuhlung mit 300 ml Ethanol und 
50 ml 60 % -iger Perchlorsaure. Dazu tropft man langsam 250 ml Wasser. Der ausgefallene Farbstoff wird 
abfiltriert. mit Ether gewaschen und getrocknet. 



45 




Chromatographie; Kieselgel / Chloroform + 10% 


Ethanol 




NMR - Daten: in de - DMSO 








5 


= 1 ,2 ppm 


-CH3 (Ethyl -Gruppe) 




Triplett 




5 


= 1 ,95 ppm 


-C3,9H2 




Quintett 


50 


5 


= 2,5 ppm 


DMSO 








5 


= 2,85 ppm 


~C\^H2 - 




Triplett 




5 


= 3,7 ppm 


■~C^,'°H2- + -CH2 -(Ethylgruppe) 








5 


= 6,95 ppm 


Aromaten -H {-C'^,'^ - H) 




Singulett 




5 


= 7,65 ppm 


Aromaten - H ( - C^ ,^ - H) 




Singulett 
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Beispiel 9 

Herstellung von Verbindung (15) 

5 Unter Einsatz der entsprechenden Ausgangsprodukte (N - Ethyl - 7 - methoxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 ,2 - 

dihydrochinolin gemafi Beispiel 2; Trifluoressigsaureanhydrid) wird die Verbindung (15) analog dem im 
Beispiel 8 angegeben Verfahren synthetisiert. Zur Farbstoffbildung wird der otige Ruckstand in 70 %-iger 
Schwefelsaure 1 Stunde auf 140'C erhitzt. Die Reinigung erfolgt analog Beispiel 8. 

w Beispiel 10 

Herstellung von Verbindung (16) 

1,62 g (5 mMol) 3 - (7 - Methoxy -2.2,4 - trimethyl - 1 ,2 - dihydrochinol - 1 - yl) - propansulfonsaure 
J5 werden in 50 ml trockenem Methylenchlorid suspendiert und mit 4 ml (5,95 g = 0,028 Mol) Trifluoressig - 
saureanhydrid versetzt. Die sich dunkelgrun farbende Losung wird unter LuftabschluG 12 Stunden bei 
Raumtemperatur verruhrt; anschlteBend wird abfiltriert und das Losungsmittel vollstandig abdestilliert. Der 
Ruckstand wird mit 20 ml 70 %-iger Schwefelsaure versetzt und 1 Stunde bei 130'C erhitzt. Die rote, 
abgekuhlte Losung wird bis zu einem pH-Wert von 4 bis 5 mi Kaliumhydrogencarbonat versetzt. Die Paste 
20 wird getrocknet und anschlieBend in einer Losung aus Chloroform mit 10 % Methanol suspendiert. Die 
abfiltrierte Farbstoffiosung wird chromatographisch geretnigt (Kieselgel/Chloroform (250 ml) + Ethanol (250 
ml) + Perchlorsaure (60 % -ig; 0,5 ml)). 

Die 3-{7- Methoxy -2,2,4 -trimethyl - 1,2 -dihydrochinol - 1 -yl)- propansulfonsaure wurde wie folgt 
hergestellt; 

25 10,16 g (0,05 mol) 7 - Methoxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 ,2 - dihydrochinolin werden mit 6,7 g (0,055 mol) 
Propansulfon unter Stickstoffschutz 2 h auf 150°C erhitzt. Die erkaltete, erstarrte Schmeize wird in 50 ml 10 
%-lger waBriger Natriumcarbonat - Losung getost und filtriert. Die Losung wird anschlieBend mit 20 % - 
iger Salzsaure angesauert. Der ausfallende Niederschlag wird abfiltriert, mit Aceton gewaschen und 
getrocknet. 

30 Ausbeute: 80 % 

Farbloser Feststoff 

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel / Chloroform + 30 % Methanol 
Beispiel 1 1 

35 

Herstellung von Verbindung (11) 

1,49 g (4,4 mmot) 4 - (7 - Methoxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 ,2 - dihydrochinol - 1 - yl) - butansulfonsaure 
und 0,99 g (4 mmol) 4-(7-Methoxy - 1,2,3,4-tetrahydrochinol - 1 -yl)- buttersaure werden in 50 ml 

40 Methylenchlorid suspendiert und mit 4 g (0,019 mol) Trifluoressigsaureanhydrid versetzt. Die Losung wird 
12 h unter LuftausschluB verruhrt. anschlieBend filtriert und zur Trockene einrotiert. Der Ruckstand wird mit 
25 ml 70 % - iger Schwefelsaure versetzt und 30 min auf 130°C erhitzt. Man versetzt die rote Losung mit 
Kaliumhydrogencarbonat bis zu einem pH - Wert von 4-5. Die zahe Paste wird mehrmals in einer Losung 
aus Chloroform mit 20 % Methanol suspendiert. Man filtriert und engt die Losung zur Trockene ein. Der 

45 Ruckstand wird chromatographisch gereinigt (Kieselgel). Man trennt zuerst mit einem Gemisch aus 
Chloroform mit 15 % Ethanol und 0,1 % Perchlorsaure (60 %-ig) Farbstoff (7) ab. AnschlieBend steigert 
man die Polaritat des FlieBmittels durch den Zusatz von 20 % Ethanol und erhalt den Farbstoff (11). 

Beispiel 12 

50 

Herstellung von Verbindung (21) 

0,5 g (2,6 mmol) N - Ethyl - 7 - hydroxy - 2,2,4 - trimethyl - 1 .2 - dihydrochinolin,0,3 g (3 mmol) Bern - 
steinsaureanhydrid und 0,4 g (3 mmol) Zinkchlorid werden 2 h auf 180'C erhitzt. Die abgekuhlte Schmeize 
55 wird in Ethanol gelost, filtriert und mit 10 ml 60 % - iger Perchlorsaure versetzt. Dazu tropft man langsam 1 
I Wasser. Der Niederschlag wird abfiltriert und getrocknet. 

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel / Chloroform (85 ml) + Ethanol (15 ml) + Perchlorsaure (1 ml) 
(60 %) 
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Saulenchromatographie: Kieselgel / Chloroform + 5 % Ethane! 
- NMR - Daten: in ds - DMSO 




15 



Chemische Verschiebung 5 in ppnn 


Signalfornn 


Integration 


Zuordnung 


1,1 


T 


6H 


H- 16, H- 18 


1,5 


S 


12H 


H-2a, H- 10a 


2.1 


s 


6H 


H - 4a, H - 8a 


2,54 






DMSO 


2,75 


T 


2H 


H -a 


3,7 


M 


6H 


H-0, H-15, H-17 


5,77 


S 


2H 


H-3, H-9 


6,75 


s 


2H 


H- 12, H-14 


7,58 


s 


2H 


H-5, H-7 



Beispiel 13 

Herstellung von Verbindung (22) 

2 g (9,6 mmol) N - {2 - Hydroxyethyl) - 7 - nnethoxy - 1 ,2,3,4 - tetrahydrochinolin werden in 15 ml Me - 
thylenchlorid gelost und unter Stickstoffschutz mit 10 g (0,048 mol) Trifluoressigsaureanhydrid versetzt. Die 
Reaktionsmischung wird 12 h bei Raumtemperatur verrUhrt. AnschliefJend destilllert man das Methylen - 
chlorid und uberschussiges Trifluoressigsaureanhydrid ab. Der olige Ruckstand wird mit 20 ml 70 %-lger 
Schwefelsaure versetzt und 30 min im Olbad auf 130°C erhitzt. Nach der Kondensation versetzt man die 
abgekuhlte schwefelsaure Losung mit lOOg Eis und 30 ml 60 % -iger Perchlorsaure. Die Losung bleibt ca. 
12 h in der Kalte stehen und wird anschlieBend filtriert. Eine Extraktion der Muterlauge erfolgt danach 
solange mit Chloroform, bis die waBrige Phase nur noch schwach blau gefarbt ist. Die vereingten 
organischen Phasen werden uber Na2S04 getrocknet und eingeengt. Die verbleibende konzentrierte 
Farbstofflosung wird chromatographisch gereinigt. 

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel / Chloroform + 5 % Ethanol 
Saulenchromatographie: Kieselgel / Chloroform + 5 % Ethanol + 1 % Trifluoressigsaure 



50 



55 
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-NMR-Daten: in CDCb 



5 



10 




Chemische Verschiebung 5 in ppm 


Signalform 


Integration 


Zuordnung 


2,0 


T 


4H 


H-3, H-9 


2,85 


T 


4H 


H -4, H -8 


3.7 


M 


8H 


H-2, H-10, H-15, H-17 


3,95 


T 


4H 


H-16, H-18 


6,9 


S 


2H 


H-12, H-14 


7,55 


S 


2H 


H-5, H-7 



25 

Beisplel 14 



Hersteliung von Verbindung (23) 

1.82 g (0,011 mol) 7 - Methoxy - 1 ,2,3.4 - tetrahydrochinoiin werden mit 2,04 g (0,011 mol) 1 - Bromo - 
2 - (2 - methoxyethoxy - ) ethan und 1,42 g (0,11 mo\) Hunig-Base 12 h bei 120°C verruhrt. Nach dem 
Abkuhlen wird die Losung filtriert, das abfiltrierte Salz mit wenig Aceton gewaschen und die Mutterlauge zur 
Trockene eingeengt. Der Ruckstand wird mit 20 ml Methylenchlorid und 0.5 ml Trifluoressigsaure versetzt. 
AnschlieBend kuhit man die Losung im Eis/NaCI-Bad ab und tropft 5 g Trifluoressigsaureanhydrid zu. Die 
Losung wird 12 h verruhrt, anschlieBend zur Trockene eingeengt und mit 20 ml 70 % - iger Schwefelsaure 
versetzt. Die Losung erhitzt man danach 30 min auf 130"C. Die Aufarbeitung der abgekuhlten Losung 
erfolgt analog zu Farbstoff JA 49. 

Chromatographie (Edukt); Kieselgel / Methylenchlorid + 5 % Ethanol 

Beispiel 15 

Hersteliung von Verbindung (24) 

- Praparation: analog zu Farbstoff 23 unter Verwendung von 2 - 2[2 - (2 - Chloro - ethoxy) - ethoxy] - 
ethanol 

- Chromatographie (Edukt): Kieselgel / Chloroform + 5 % Ethanol + 0,2 % Trifluoressigsaure 



Beispiel 16 

Hersteliung von N - Hydroxysuccinimidestern 

100 mg eines entsprechenden Carbonsaure - Derivats (vorzugsweise eines Saurechlorids) werden unter 
den fur die Hersteliung von N - Hydroxysuccinimidestern ubiichen Bedingungen mit Dicyclohexylcarbodii - 
mid und N - Hydroxysuccinimid umgesetzt (Losungsmittel: Tetrahydrofuran oder Dimethylformamid; 
Raumtemperatur; 4 Stunden). Nach Entfernung des Losungsmittels erfolgt eine Reinigung durch Flash - 
Chromatographie. 
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Beisptel 17 

Kupplung aktivierter erfindungsgemaRer Farbstoffe an Proteine {z.B. eines nach Beispiel 11 hergestellten 
Farbstoffes) 

5 

10 mg Protein werden in 1 ml NaHCOa - Puffer, 0,1 Mol/I, pH = 8,5, gelost. Dazu gibt man eine 
Losung des Farbstoffes in DMSO (je nacfi gewunschter Anzahl der gekoppelten Farbstoffmolekule wird mit 
einem entsprechenden OberschuG gearbeitet). Die Reaktionslosung wird 1 Stunde bei Raumtemperatur 
geschuttelt. Das Konjugat wird uber eine G 50 Sephadex - Saule {Laufmittel NaHCOs - Puffer) vom frelen 
10 Farbstoff abgetrennt, ausreichend gegen H2O dialysiert und lyophilisiert. 

Beispiel 18 

Beladung von Latex - Partiketn mit lipophilen erfindungsgemafien Farbstoffen 

15 

5 ml 1 %-ige Latexsuspension (z.B. Polystyrollatices der Firma Polyscience) werden mit 1 mg des 
erfindungsgemafien Farbstoffes, gelost in 200 ul Chloroform, versetzt und ca, 20 Stunden geschuttelt. Das 
Losungsmittel wird durch Einleiten von Stickstoff entfernt, und die Abtrennung der freien Farbstoffpartikel 
erfolgt durch Zentrifugieren bzw. Filtration. 

20 

Beispiel 19 

Bestimmung der Fluoreszenz - Quantenausbeute von Verbindung (15) 

25 Es werden Losungen des erfindungsgemaBen Farbstoffes und von Rhodamin 800 (vgl. R. Raue, H. 

Harnisch, K.H. Drexhage, Heterocycles 21(1), 167, (1984)) (Referenzsubstanz) in Ethano! hergestellt und die 
Konzentration so eingestellt, daf3 die Extinktion jeder Losung bei der Wellenlange 676 nm den Wert 1,7 mm 
hat. Dann werden die Fluoreszenz - Spektren der Losung In einer 1 mm Kuvette (Front Surface Messung) 
mit dem Spektralfluorimeter Fluorolog 2 der FIrma Spec (Anregungswellenlange 676 nm) unter Verwendung 

30 derselben Gerateparameter gemessen und die Flachen unter den Fluoreszenz - Kurven bestimmt. Durch 
Vergleich mit dem Referenz - Farbstoff Rhodamin 80, dessen Quantenausbeute 21 % betragt (vgl. R. Sens, 
Dissertation, Siegen 1984) ergibt sich z.B. fijr die erfindungsgemal3e Verbindung (15) eine Quantenausbeute 
von 55 %. 

35 Patentanspriiche 

1. Pentacyclische Derlvate der allgemeinen Formein (la), (lb) und (Ic) 



40 



45 



50 



55 
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worin und R^^ gleich oder verschieden sind und bedeuten: Wasserstoff, AlkyI mit 1 bis 20 
30 Kohlenstoffatomen, Polyoxyhydrocarbyi - Einheiten. Phenyl, PhenylalkyI mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen 

in der Alkylkette, worin die AlkyI- oder/und Phenylreste durch eine Oder mehrere Hydroxy-, 
Halogen - , Sulfo - , Carboxy - oder Alkoxycarbonylgruppen, worin Alkoxy 1 bis 4 Kohlenstoffatome 
besitzen kann, substituiert sein konnen; 

R^ eine durch mindestens ein Halogen substituierte Alkylgruppe mit 1 bis 20, vorzugsweise 1 bis 7 
35 Kohlenstoffatomen oder eine Phenylgruppe, die durch eine in o-Steliung zu dem an das pentacycli - 

sche Ringsystem gebundene Kohlenstoffatom befindliche Carboxy - oder Alkoxycarbonylgruppe und 

mindestens 1 Halogen substituiert ist, und worin Alkoxy 1 bis 4 Kohlenstoffatome besitzen kann, oder 

eine Carboxyalkylgruppe oder eine Carboxymethylenoxy - alkyloxygruppe bedeutet; 

die betden strichliniert eingezeichneten Bindungen bedeuten, daB die beiden durch die strichlinierte 
40 Bindung verbundenen Kohlenstoffatome durch eine Einfach - oder Doppelbindung miteinander ver- 

bunden sein konnen; R^* und R^^ gleich oder verschieden sind und beliebige Substituenten bedeuten; 

und X~ ein Gegenion ist; sowie deren zumindest an einem der Reste R\ oder/und R^^ aktivierten 

Derivate. 

45 2. Verbindungen nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daf3 R' oder/und R'^ Wasserstoff, Alkyt mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen, das durch eine Hydroxy - , 
Halogen-, Carboxy-, Alkoxycarbonyl - oder Sulfogruppe substituiert sein kann, oder Benzyl bedeu- 
ten. 

50 

3. Verbindungen nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daG R' oder/und und R^^ Polyoxyhydrocarbyi - Einheiten sind. 

55 4. Verbindungen nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daf3 die Polyoxyhydrocarbyi - Einheiten Polyether, Polyole. losliche Carbohydrate und Derivate davon 
Oder wasserlosliche Polymere sind. 
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5. Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 R'' eine perhalogenierte. insbesondere perfluorierte Alkylgruppe mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen, ist. 

5 6. Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 4. 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 eine Carboxyalkylgruppe mit einer Alkylkettenlange von 0 bis 10 Oder eine Carboxylmethylen - 
oxyalkyloxygruppe ist. 

10 7. Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB bzw. R^^ ^ei Verbindungen der Formel la nicht mit Substituenten an den Positionen R^^ bzw. 
R^^ verbruckt Bind. 

15 8. Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Oder beide der strichlinlerten Bindungen der Formein la oder/und lb Doppelbindungen sind. 

9. Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

daf3 das Gegenion ein Perchlorat- Oder Heptafluorbutyrat - Ion oder ein aus einem der Reste 
gebildetes Carboxy- Oder Sulfo-lon ist. 

10. Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

dafi das von einem der Reste R\ oder/und R^^ gbgeleitete aktivierte Derivat ein von der 
Carboxylgruppe abgeleiteter N - Hydroxy - Succinimidester oder/und ein Saurechlorid ist. 

11. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 10 als Absorptions- oder/und 
30 Fluoreszenzfarbstoff. 

12. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 10 als Anregungs - und Emissions- 
medium in einem Farbstofflaser. 

35 13. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 10 in diagnostischen Systemen. 

14. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10 als Marker fur Hapten/Antikorper/Protein - Konjugate. 

15. Verwendung der Konjugate nach Anspruch 14 in diagnostischen Systemen. 

40 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

da6 man eine Verbindung der Formel (la) oder/und (lb) verwendet, in der die Reste R^ und R^^ so 
ausgewahit sind, daB sie moglichst hydrophil sind. 

45 

17. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Kupplung an das Konjugat uber die Reste R\ R^ oder/und R^^ erfolgt. 

50 18. Verwendung nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Kupplung mittels einer N - Hydroxy - Succinimidgruppierung erfolgt. 

19. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 10 zur Anfarbung von Latices. 

55 

20. Verwendung nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine Verbindung der Formel (la) oder/und (lb) verwendet, worin der Rest R^ moglichst lipophil 
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ist. 

21. Verwendung nach Anspruch 19 Oder 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 daB die Latices in der Diagnostik verwendet werden. 

22. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 10 als Absorptionsmedium fur 
Sonnenkollektoren. 

10 23, Verfahren zur Bestimmung einer ersten immunologisch bindefahtgen Substanz, 
dadurch gekennzeichnet, 

dal3 ein Konjugat aus einer Verbindung nach einenn der Anspruche 1 bis 10 nnit einer zweiten 
immunologisch bindefahigen Substanz, die gleich oder verschieden mit der ersten Substanz sein kann, 
verwendet wird und daI3 die durch eine immunologtsche Bindungsreaktion, welche fur die erste 
75 Substanz spezifisch ist, verursachte Absorptions - oder/und Fluoreszenzanderung der Verbindung nach 

einem der Anspruche 1 bis 10 ats MafJ fur die Menge der in der Probe enthaltenen zu bestimmenden 
Substanz bestimmt wird. 
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